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mischen DNA bestimmt wird. 



(51) tntci.6: C12Q 1/68, C07H 21/04. 

C12P 19/34, C12N 15/85. 
C07K 14/00 



• Kohl, Johann. Dr. 
A-116P Wien (AT) 

• Himmelspach, Michele, Dr. 
A-1100 Wien (AT) 

• Dorner, Frledrich, Prof. Dr. 
A-1230 Wien (AT) 

(74) Vertreter Welnzinger, Arnulf, Dipl.-lng. et at 
Patentanwalte 

Bonn, Pawloy, Welnzinger & Wolfram 
Rlemergasse14 
A-1 010 Wien (AT) 



BJ 51 K> II 




- ] A 1 10 (il 



Fig.2-A 



O 



EP 0 714 987 A2 



. Probe, welches die Schritte 
BeschreJbung . ,on geaomischer ONA .o etner Pro 

. ^ «n 7ur Ouaniiftzierung von y Verwen- 
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' dung von Prirnern.welche^" '^^^^^^^^ K,rmazeuusche Industrie vor 
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ja/Ncin-Antwort zur Frage. cb chromosoma.o ^^^^^^^^ ^^^^^^^^ ^^^^ 

''"'c-- «ine exawe DNA-KonzenUationsbes.immung mittels '^^ ^'^^^^^^^ ^on Reaktionsge.aR zu Reakti- 

Probe vorhandenengenomischen DNA besum o^ohP fiber die 

Un, Di W"'"-^''^'^'""^,!^ lur die Analyse von DNA stellen ^ "-^^^"f^^^^^^^^^ ins- 

besondere der Alu-aqu.valenten Konsensusseq ^ ^^^^ 

rens besieht daher darin. daO die "^^^^ ^ ,|uoreszenz-empf.ndl.chenNuWe.nsaure jnduzierten 
Nukle.nsaure-DeleKtionsgeraies,vorz gsw^^^^^^^^^ automa.ische O^A-Sequ nzer m.l ^s^^^ 

,oig, Beispiele lur so.che Nukle.nsaure-Oe^kU^^^^^^^^ Biosystems) oder "PLC^ J 

diesen Gerater> .st es mogl«:h. DNA MoieK ^p^^ 
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wendetenMempde vw ^^^^ nwA bestimmt. Diese 

Beslimmung ist ''^^^^^[^^^^S^taus Ze«Runuren. ,,„,gsweise m.tte.s emor E.chgerada 



45 



50 



55 



EP 0 714 987 A2 



TO 



IS 



20 



25 



Horc nut zur Uberoruf una und Qualilalskontrolle von biotech- 
Das erfindungsgemafle ^^'^^^^"^ ^'^nei si<* be^^^^^^^^^ ^3 Herstellungsverlahren di ser Proteine 

nologisch herg ^ l/p^o eTn ransgen Proteine Oder miUels der Hybridom-Technologi ge- 

g,bt. Beisp.elsweise konnen ^'"^^'^'^'l^''^,^^^^^^^ ihren Gehall an chromosomaler DNA untersucht wer- 
wonnene Protein durch das di in Hybridoma-Zellinien gezuchtet worden s.nd. 

den. Die MoiUplex-Anatyse errT,ogl«:ht es. °''°"^'^i^3;^^^^ efflzienter Weise zu untersuchen. 
au. Kontarr^-nierende DNA der U'SP";"9=-SP^^'°" ^^^^^^^^ Proteinen kamptt allerdings mrt H-nter- 

Die Qualitatskontrolle insbesondere be. '^P^^"^" ^^^^^^^^ chromosomaler DNA bei Primaten-ZellkuUu- 
grund-Problemen. So kann man be^ Best^men v^^^^^ ^er Aufa*enung der 

?en auch die Verunreinigungen durch d.e ^^'^'^^^^^1'^''^'^ die eingesetzten Primer spezifischlOralle Pr.rnaten- 
Produkte durch das erlindungsgemaGeVerlahrenertassea^^^^^^^ ^ ^ Nk*t4>rimaten-Zellkulturen. 

A^Sequenzen sind. Ertolgt die Pfodukt»n von Nierenzellen) Oder CEC (Huhner-Em- 

zum Beispie. CHO (Chinese hamster C^anen^^^^^^^^^^^ ^^.^^^^ ^ p,,b,em ,er Ver- 

bryozellen). so ist die Nachweisgrenze -""f ^^^'^'"^^"f ^'i^nders bevorzugt wird die erfindungsgemaBe Quantrfi- 
unreinigungen durch die Handhabung der ^'f^^^^^^,^^^'^^^^^^ Leberzet n,e . 

..rungUhod^b.^^^^^^^^ 

rn°:r— leT^^^^^^^ 05.. Um dies zu erre^en. mu. 

. Die Reproduzierbarkeit der ^'^^'^^^^^'^'''l^^^^Mr den Standard und die Probe gleich groB «t. 
Z^Z^^ rv:::=rBedeutung, wenn sie in der exponentie..en Phase 

n=:r.rAspektdervor.iegendenE.ndu^^^^^^^^ 

zur Uberprulung und Qualitatskontrolle von ''»'<^f '^^^^^SSHes^^^^^^^ grofl ist. Vforteilhaften«eise wird das erfin- 
pa aten^'da bei diesen die Ge.ahr der " ^^^^^^^^^^ HiJ-Obertlachenantigen gpl60. rekomb-nan- 

LgsgemaBeVertahrenbeiderUberprulungu^^^^^^^^ 
tenllullaktoren. Plasmaproteinen und Impfstoflen (z.B. Vakzine geg 

Gemafl einem weiteren Aspekt ^''^^''f'^^Q^T^^ 10 bzw. 100 pg pro Dosis und rnrt dem 

. -?urbroSnTr^:- 

sowfe .mp.sto«e. insbesondere ^^ge" ^"^^^^^^^^^^^ 

BeeinfluBt wird die Effizienz der ^^^■'''^'^^"l^^.Zdeo Standard und die Probe ve,wendet und d.ese 
Nukleinsauren. Oeshalb werden vorzugswe«e ^^^'^^^"^^^^^^^^^^^ standard und zu amplifizierender genom.- 
P Lr soilten moglichst 1 00% homolog -^^^ P?^,^^^^^^^^^^ dar, wohl aber .ur die zu --P^^-^^^^^^ 

w scher DNA sein. Fur den synthetischen Standard stel« d-es ke^n ,00% homolog, s.e haben 

gfnomischen S^quenzen. Repetitive ^^^^^'^^'ZTZ^^^^^^^^^ 

zur Anwendung kommen, namlich ^ i^o i7fi Sea. ID 1 

" e: ----~r™L Z. .B ,.9,0, 6,93, 

L. ftTGAGGCACTGGAACAGGTTGCCC bp 260-283 ^ 

ss CRIA CAGGGCCACATCCAGCCTGG ^ „ , , ^..^ g.?! ) 

CRIA . ^ ^ ^1 rpNAS 81 (1984) 6667-6671). 

(Numerierung nach Stumph et al. (PNAS 
und Plasmtde lur die Herstellung de, Standards, nami-ch 
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i„=<.rt an der muUiplen Klonierungsstclle, wel-. 
^ ^^^^^^^^^^^^^^ 

pCRl -8 (abgeleitet aus dem Plasm'O P 

Stumph et al.) vorgenommen wurae) a^olifizterenden DNA Molekots ab. Es 

hat sich fur das ert«ndungsgemafle Vena ^^.^^^^ y^terschiede .n der Etoenza 

. Fluoreszenz-markierte Primer. d.e an d.eb ,,,^eisen 

- eineArbeitsanleitung. ,„„enden Erf.ndung sind die (olgenden: 

. Sets qemafl der vorliegerwJen tninau y 

BevorzugteAustuhrungsiormendesSetsg p^^e weiches umtaBt: 

rhPf DNA von Prirnaten in emer Probe, weicnes 
1 .) set zur Quantifizierung genomischer DNA 

, . alsinternen Standard. c^sPJasrrudpA^^^ 

; =====^=;=^ ' 
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. eine Artjeitsanleitung. 

™nischer Vogel-ONA in einer Probe, welches umfaflt. 
• 2.) Set zur Quantifizierung genomischer voge 

n standard die PlasmidepCRUl5undpCm-8 

; SS2S--==-- — " 

. eineArbeitsanleUung . „n 7eichnunqsliguren, aut die sie jedoch 

Es«*gen an genomischer DNA in pg/mlgegend. 

. A«on ON A wobei die Meng an genu 
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Fig. 4 ist das Sequenzprotokoll. 
Beispiele 

1 . Allgemeine Arbeitsvorschriften: 
1.1. Prinzip des Vertahrens 

1 .2. Extraktion der Nukleinsauren 

500 ul einer Probe warden 5 m 1 M TRISA^CI pH 8.0 und 10 m Proteinase K (Boehringer Mannheim, 20 mgjml) 

1.3. PGR 

Oer PCR-Ansa.z enth..t in beKannter Weise ein Al^uo. der extrahierten '^"'^'^'-^^nXLTJ^^^^^ 

Eimer) durchgefuhrt. 

1.4. Analyse der Produkte 

Far d,e Best-mmung und Quant.zierung der PCR-Produkte werdan ^^1°-^^^^^^^^^^ 
und in einem 373A Inslrument der Firma Applied Biosysiems und der spez.ellan gena scan Software gema J 
Angaben des Herstellars analysiert. 

2.1. Beispiel 1 : Quantif izierung von genomischer Aflen-DN A 

Beid.eserQuantifizierungwerdenPrimerverwendet,welche in einer hochkonserviertenRegion in dan sogan^^^^^ 

tan-Alirrpeat^Sa^^^^^^^^^^^ 
813-844). namlich 

Alu A2/2: GCCGGGCGTAGTGGCGGGCGCCTGTAGT bp 149-176 Seq.ID 1 
Alu B- GAGACAGAGTCTCGCTCTGTCGCCCAGG bp 294-267 Seq.ID 2 

(Numariarung nach Baizer et al.). Die Primer wurdan unter Verwendung der Phosphoam.di.-Cham.a au. ainam DNA 

Svnthesizer herqesiellt (Applied Biosysiems 394 ONA Synthesizer). . „rnii Plasmid 

''"rr^nda^-P.as:.d'pA.u20is.abgeleitetausdarnP.asmidpA.u-^^^^^ 

(Fimia InVitrogen) und einem Insert an der multiplen Klon.arungsstelle des pCRII-Plasm.ds bastem, wa 
; die bp 148 bis 294 dar Alu-rapeal-spezifischen Saquenz aus Batzer et al. antha t^ verlahren) die Konzan- 

In DAIU20 wurden die bp 178 bis 197 deletiert. Oas Plasmid wurde gereinigt (°^''^^^'^-'^^^^^^'"'^?^',RIS/HCI 
ua..^ dXeKtrosKop-sL Massung bei 260 nm bastimmt. mi, EcoR. ^^^~Z'''cZ'^^^^^^^^ 
pH 8/0,1 mM EDTA-Putlar verdunn, (Sambrook el al. Molecular Cloning, Second Ed.t.on. Cold Spring 
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Press, cold SP;i"9 Ha*or (1^^^^^^^ ^^^^ WiWtyp-ONA betragen daher 126 and 146 bp. 
2 V. Erstellung der Eichg raden mil AHen DNA 

K ,A«onnNAwurdeniew ils3Kallb^erungslaufedurch- 
Zur Bestimmungder Anzahl Alu-Kopienpropggenc^scher A^^^^^ ^^^^^^^^ ^^^^^ PCR-ReaRtioner, pro 
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21599.4238 
18983.3919 
19900,3524 
25246.6524 
14769.225 
44883.8779 
52631,2571 
51109.4418 
32068.2966 
44586.7749 
97555.2485 
101015.717 
86335.9144 
77487.4372 
108834.009 
199305.642 
203203,788 
197098.228 
151754.131 
363341.143 
402578.42 
433036.565 
351420.48 
366139.983 
594815.223 
505612.823 
424808.212 
49967625^ 



RG 

4533.92996 
21974.0922 
21974.0922 
21974.0922 
21974.0922 
21974.0922 
48134.3354 
48134,3354 
48134.3354 
48134.3354 
48134.3354 
91734.7409 
91734.7409 
91734.7409 
91734.7409 
178935,552 
178935.552 
178935,552 
178935.552 
178935,552 
353337,174 
353337.174 
353337,174 
353337.174 
353337.174 
527738.796 
527738.796 
527738.796 
527738.796 



MW 



SO 



20099.8091 3822,30746 



19.0166357 



45055.9297 8108.004 17.9954205 



90598.5793 10754.6015 11.8706073 



172039,16 41076.2263 23.876091 



383303.318 33743,5526 8.8033552 



506228.628 69570.4812 13.7428975 
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TABELLE 1 

DNA: DNA in pg/ml 

KG: Kopien gefunden 

RG: Regression 

MW: Mittelwert 

SD: Standardabweichung 

VK%: Variationskoeffizient 

Die Berechnung der Oaten erlolgte Ober to.gende Beziehungen: 

r-." ^« \-sf (korrtqiertes FlachenvemaUnis) 

1 D.oKn - 7 f500 ul wurden extrahiert. 100 000 Kopien u 
y r^uttipliziert mrt 100 000 - Kopienanzahi in 500 ,^ Probe - z (500 m 
dardplasmids wurden zugegeben) 
z mulliplizien mit 2 = Kopienanzahi pro ml 
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„ _ ^coo Q . p,70(\ 1 eraab sich ein durchschnittlicher Wert von 

Nach der Berechnung d r Regressionsgeraden (y - 4533,9 ^o^^i),^ xj ergao 

9200 Kopien pro pg genomischer Affen-ONA. 

2 2 Quantifizierung von chromosomaler Affen-DNA (Vero-Zellen) 
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TABELLE 2 
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In Fig.2 ist die graphische Auswertung der quantitativen Bestimmung der PCR-Produkte dargesiellt. In den ver- 
schiedenen Bahnen sind die Iniensiiaten der Fluores2enzsi9nale der PCR-Produkte (und Nebenprodukte) dargestellt. 
Die Pfodukte sind anhand ihrer definierten GroOe (in bp) identifizierbar. Der Standard pAlu20 (S) erscheint bei 1 26 bp. 
der Wildtyp-Peak (P) bei 146 bp Peak-flach'en und Berechnung der ONA-Menge sind in Tabelle 2 dargestellt. 
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3. Quanlitizierung chromosomaler Huhner-ONA 

n iQi die aenaue und spezifische Messung im Konz n* 
Sinn dieser Optimierung von P"mern und P^R-B^f ^^^^ ^ „nd eine Sensitivitat der Mes- 

.rationsbereich l pg - 100 pg H"hner-ONA pro m P^^^^^^^ Um d.e ge ^^^^ ^^^^^^^^^ ONA-Familie aus- 

sung im pg-Bere.ch zu erreichen. wurde als ^'^'^^^^^f "^^^^^^^ s^ndern treten in grofJer Kopi nzahl im Genom 
g wahlt. Diese DNA-Familien sind nicht nur zum ^ f J"^^^^^^^ ^engen spezifischer DNA. In der Famiiie der 
au. und ertullen deshaib die Kriterien « 7000 bis 20000 Kopien pro Genom vorhanden 

Aves (Vogel) wurde die CRl -^P^^'-^f Vergleich von verschiedenen Mitgiiedem d.eser 

namlich 

CRl • ATGAGGCACTGGAACAGGTTGCCC bp 260-283 Seq . ID 3 . 

c'l. CAGGGCCACATCCAGCCTGG bp 345-326 Seq.ID 4 

c H ... ,19B4)) DiePrimerwurdenunterVen.endungderPhosphoamidit-Chem.eauf einem 

SaTh-— 

, DieS,andard-PlasmidepCR1.11undpCR1-6wuKl^^^^^ 

von CRl stammende Sequenz ''^i'^,^ die CR1 -Sequenz ein Insert von 11 Nukleot.den 

Sacl-Stelle des pBluescript-Vektors «f .P^"^*'' NuWeotiden an der Position 302 (gemaO Stumph et ai.). 

und fur das Slandard-Plasmid pCR1-8 e.ne Delet.on ^ J^"^" eine Lange von 95 bzw. 76 bp. Das 

D^er haben die von diesen Slandard-Plasm.den stammenden PGR R^^^^ ^ „^ 

. °Sid wurde gereinigt (QU.AGEN-Verfahren)^ dje "^--"^^g^ f^^E^^^^^^^ verdOnnt (Sambrook at a.. 
stimmt,mitEcoRigeschnittenund.ne.nemlOmf^T^^^^ 

S Z*n an: Spa,,, 3 9« *» f 'ache 9«ha»anan PoaKs 3n. 

TABELLE 3 
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CEF 200 pg/ml 



CEF 200 pg/mi 



CEF 40 pg/mi 



CEF 40 pg/ml 



CEF20 pg/mi 



CEF20 pg/ml 



CEF 10 pg/ml 



CEF 10 pg/ml 



CEF 4 pg/ml 



CEF 4 pg/mi 



n C EF 2 pg/ml 
12 j CEF 2 pg/ml 



61192 



771 26 



36856 



29229 



22035 
19008 



13658 



11333 



2958 



6533 



3471 
2907 
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13 


H20 


0 


14 


H20 


0 


16 \ 


HumanDNAlOOpg/ml ' 


0 


17 


Maus DNA 100 pg/ml 


0 



3.2. Quantifizierung von Huhner-DNA . 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



EP 0 714 987 A2 



TADELLE 



[ (CO 

\ ^ o 



oiioiojio.o 



0,0 



i 

i 



. t 



<0,CM 

I 



<0-<O 



|0 < U5 to r*^ 



?! 



10 CO 



CM 



a] a 
*o!o 

i 



c« oil eJ 

CM 



1 



olo 
00 

o C 



I 



OlOlO 
0(0 o 

o olo 
10 tnlin 



;Oio;oto 
ojolojo 



' tn tn I ui I tn 1 1/) I to 
. ' ' < 



Of o 
01 C) 

010 



EP 0 714 987 A2 



10 



15 



20 3. 



Pal ntanspruche 

v^h^r nisjA in einer Probe, welches di Schritte 
1 . Verlahren zur Quanlifizierung von genomischer ON A in einer ^rou 

u .nMAHurrheinNukleinsaure-AmpiifizierungsveilahrenunterVer- 

. ) Dei ktieren der erhaltenen. amplilizierten ONA umtaBl. 

dadurch gekennzeichnet, daO . egebene Menge mindestens einer bekannten Nu- 

. ) vor dem Amplilizieren in an stch bekannler ^e'se e"^e geg a standard-NuWeinsaure(n) zumin- 

aer utsptungM in der Probe vortianflener. genon.is*en ONA Ms.™,.! ~ 

venanre. .c. e.e. de, Anspr«e , 3. .a... ,e..nze..e,. »aO der A„.«ssc« »ere«s . 
der exponentiellen Phase gestoppt wird. 

reszen wfndliefer. Nukl.irisaere^3eleMk»,a9e.ates. edolgl. 

ve.a.re„ „ac. e.^ der Msp.«e , e. . d^«. ,eKeen..^ne,. da3 Ko„«.«ere.e ,eno„.ec.e ONA 

bestimml wird. 

VeKa,,re„nac.e.e.derAr»p*«e,»»e.dadu^.— ^ 
clard-Nuklelnsauremi«.Kei.ier Eicl>gerade d,e Menge detrr^ der ProM! q 

bestimml wird. 

vena.ren na* ein^ der Ansp^ene , .3 -^Zl::^::::^Lt^^^^^^-' 
einem Ie.1 der Alu-w^alenten >^«""'^"^^^''^,^ ierden. 
Wiruellieren. wie Nagelieren Oder Pnmaten. komplomenlat smd. veiwe 

, vena.ren nacn .men, der ^pr«e , S. dadereH ge«.ne.. da« d,e genc^sCe ONA «n CHC, 
Vel BHKVSK-Hepv,H,bridom.oderCEC.Ze«enwan«.err»^^^ 

ver— gdeeVer,an.ensoacne,ne.d„A.^. ..^^^^^^^^^ 

9 aulweisen und daher im wesentlichen Irei von Fremd-DNA s.nd. 

,.Bio.ogisc.e..nsbesonderebio.c.no.^^^^^^ 

gewahll sind aus viralen Proteinen, '"^'^"^f ^^%9Pl60 je^^^^^ ^onoklonalen Anlikorpern. 

implsioflen. insbesondere gegen Herpes-. Influenza-. Hepatitis oder TBb 

13. Primer mil der Sequenz gemaR der Seq.lO 1 , 2. 3 und 4. 

14. Standard-Plasm.de pAlu-wt. pAlu-20. pCR1-wt und pCRun. pCFU-B. 



30 6. 

beslimml wird 

7. 

35 bestimml wird 
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15. Set zuf Quantifizierung genomischer Nukleinsauren in einer Probe, welches umfaOt: 

- mindesiens eine bekannte Nukleinsaure als intemen Standard, welche sich von den zu quantifizierenden 
Nukleinsauren in mindestens einem nachweisbaren Charakteristikum unlerscheidei. 

- Fluoreszenz-markierte Primer, die an die Standardnukleinsaure und an die zu quantifizierende Nukleinsaure 
binden, 

positive Kontrollen. w Iche bekannte Mengen an genomischer Nukleinsaure aufweisen. 
eine negative Kontrolle, welche einen von Nukleinsauren freien Puffer aufweist. 
eine Arbeitsanleitung. 

16. Set zurQuantifizierung genomischer DNA von Primaten in einer Probe, welches umfaGt: 

als intemen Standard, das Plasmid pAlu 20 

die Fluoreszenz-markierten Primer Alu A2/2 und AluB 

positive Kontrollen, die bekannte Mengen an Vero-Zell-DNA aufweisen 

eine negative Kontrolle, die einen von genomischer Nukleinsaure freien Puffer aufweist und 

eine Arbeitsanleitung. 

17. Set zur Quantifizierung genomischer Vogel-DNA in einer Probe, welches umfa3t: 

als intemen Standard, die Plasmide pCR1+15 und pCRl-8 

die Fluoreszenz-markierten Primer CR1 und CR1 A 

positive Kontrollen, die bekannte Mengen an Vogel-DNA aufweisen. 

eine negative Kontrolle, die einen von genomischer Nukleinsaure freien Puffer aufweist und 
eine Arbeitsanleitung. 
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S EQU EN Z ? ROTO K( ) L L, 



(1} ALL,GEMF:INE ANGABEN: 

( i ) ANMELDER : 

(A) NAME: Thomas Haeminerle 

(B) STRASSE: Hauptstrasse 46 

(C) ORT: Orth/Donau 

(D) BUNDESLAND: Austria 
{£) UitW: Austria 

(F) POSTLEITZAHL : 2 3 04 

(A) NAME: Falko-Guenther Falkner 
(3) STRASSE: Neusiedlzei le 76A 

(C) ORT: Orth/Donau 

(D) BUNDESLAND: Austria 

(E) LAND: Austria 

(F) POSTLEITZAHL: 2 3 04 

(A) NAME: Johann Kohl 

(B) STRASSE: Schuhmeierplat z 3/8 

(C) ORT: Wien 

(D) BUNDESLAND: Austria 

(E) LAND: Austria 

{F) POSTLEITZAHL: 1160 

(A) NAI-IE: Michele Hinunelspach 

(B) STRASSE: Laxenburger s trasse 59/13 

(C) ORT: Wien 

(D) BUNDESLAND: Austria 

(E) LAND: Austria 

{ F ) POSTLEITZAHL : 1100 

(A) NAME: Friedrich Dorner 

(B) STRASSE: Peter 1 inigasse 17 

(C) ORT: Wien 

(D) BUNDESLAND: Austria 

(E) LAND: Austria 

(F) POSTLEITZAHL: 12 3 8 

(ii) BE2EICHNUNG DER ERrlNDUNG: Verfahren zur Quanti f izierung von 

genomischer DNA 

[iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 4 

(iv) COMPUTER- LESBARE FASSUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0. Version #1.30 (EPA) 



(2) AJ^IGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) L^vNGE: 28 Basenpaare 
(E) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzeistrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Gor.om-DNA 
(>:i) SEOUENZBESCHREIEUNC: SEQ ID NO: 1: 
GCCCGGCG7A GTGCCGGGCG CCTGTAGT 

Fig . 4-A 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENN2EICHEN : 

(A) LANGE: 28 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLiOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 2 
GAGACAGAGT CTCGCTCTGT CGCCCAGG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3 
ATGAGGCACT GGAACAGGTT GCCC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG:, SEQ ID NO: 4 
CAGGGCCACA TCCAGCCTGG 



Fig. 4- 
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